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La Mucopolisacaridosis tipo II es una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X 
causada por la deficiencia de la enzima lisosomal Iduronato-2-Sulfato Sulfatasa (IDS), 
llevando a la acumulación de glicosaminaoglicanos en tejidos y órganos. En el intento por 
desarrollar técnicas de expresión más económicas para el tratamiento con Terapia de 
Reemplazo Enzimático (TRE) se ha expresado IDShr en modelos como la bacteria E. coli 
y la levadura P. pastoris. Sin embargo, en las construcciones de los vectores 
recombinantes aparecen dos secuencias de péptido señal al mismo tiempo (la nativa y la 
putativa de S. cerevisiae), y se ha pensado en la posibilidad de un conflicto en el 
reconocimiento erróneo de una u otra señal de secreción con consecuencias en la 
expresión así como en la actividad enzimática. Con el fin de lograr avances en el 
mejoramiento de los sistemas de expresión se realizó una nueva clonación del ADN 
complementario de IDSh en el vector pPIC9, eliminando la secuencia que codifica para el 
péptido señal nativo por medio de la amplificación por PCR. La secuenciación de la IDS 
obtenida mostró una alta identidad al realizar con ClustalW un alineamiento múltiple con la 
secuencia reportada en GeneBank para la IDS. El vector recombinante obtenido (pPIC9-
hIDS) abre nuevos caminos en la búsqueda de formas más económicas y eficientes para 
la producción de IDSh recombinante para el tratamiento del síndrome de Hunter con TRE.  
Palabras clave: Síndrome de Hunter, Iduronato-2-Sulfato Sulfatasa, Subclonación, 
Péptido señal Nativo, Terapia de Reemplazo Enzimático.    
ABSTRACT  
Mucopolysaccharidosis type II is an X-linked recessive disease caused by the lisosomal 
enzyme Iduronate-2-sulphatase deficiency, leading to progressive accumulation of 
glycosaminoglycans in tissues and organs. Attempting to develop more economic 
expression techniques for the treatment using Enzimatic Replacement Terapy (ERT), 
hrIDS has been expressed in different models such as E. coli and P. pastoris. However, in 
the recombinant vectors appears two sequences of signal peptide at the same time (the 
native and putative one from S. cerevisiae), and it has been thought about the possibility of 
a conflict because of the wrong recognition of one or another secretion signal with 
consequences not only in the expression but also in the enzymatic activity. Looking for 
advances in the improvement of the expression systems, a new DNA complementary 
cloning system for hIDS in the pPIC9 vector was done, eliminating the native signal 
peptide through PCR amplification. Obtained IDS sequencing showed a high identity after 
carrying out a multiple alignment by ClustalW with the GeneBank reported sequence for 
IDS. The recombinant vector (pPIC9-hIDS) opens new roads in the search of more 
economic and efficient ways for recombinant hIDS production for Hunter syndrome 
treatment using ERT.  
Key words: Hunter syndrome, Iduronate-2-sulphatase, Subclonation, Native Signal 
Peptide, Enzymatic Replacement Terapy.  
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INTRODUCCIÓN   
La mucopolisacaridosis tipo II (MPS II), o Síndrome de Hunter, es una enfermedad 
hereditaria de almacenamiento lisosomal, de transmisión recesiva ligada al cromosoma 
X1. Es causada por la deficiencia de la enzima Iduronato 2-Sulfato Sulfatasa (IDS), 
llevando a la acumulación en los tejidos de los mucopolisacáridos heparán y dermatán 
sulfato, con excreción urinaria de los mismos; hecho que ha sido empleado para el 
diagnóstico de la enfermedad2.  
En esta enfermedad, como en otros errores innatos del metabolismo (EIM), el defecto se 
halla a nivel del gen que codifica para la enzima, resultando en una patología intratable 
por métodos convencionales3. Históricamente, el  manejo de la MPS II se ha dirigido a la 
corrección de las manifestaciones clínicas mediante el uso de audífonos y terapia 
ortopédica. Una de las alternativas propuestas en los últimos años para el tratamiento de 
enfermedades de almacenamiento lisosomal es la Terapia de Reemplazo enzimático 
(TRE), la cual ha mostrado la posibilidad de revertir las complicaciones viscerales en 
enfermedades como el Síndrome de Hunter4,5.   
En este sentido, la búsqueda de nuevas soluciones terapéuticas ha permitido 
proporcionar a los pacientes la enzima IDS activa mediante TRE. Actualmente, se ofrece 
la enzima recombinante Elaprase , la cual se produce en una línea de células humanas4. 
Así mismo, la TRE ha mostrado efectividad en otros desórdenes metabólicos como las 
enfermedades de Gaucher, Fabry, Hurler, Maroteaux-Lamy y Pompe6. Sin embargo, para 
la TRE es necesario el desarrollo de técnicas de expresión de proteínas recombinantes 
donde se utilicen modelos más económicos que las líneas celulares humanas.   
Así, la utilización de sistemas de expresión de menor costo como la bacteria Escherichia 
coli (E. coli) y la levadura Pichia pastoris (P. pastoris) abre nuevos horizontes para 
continuar explorando estrategias para el tratamiento de la MPS II entre otras.  
2 
En un trabajo previo, se construyó un vector recombinante para la producción de IDS 
humana recombinante (IDShr-Like) en P. pastoris (constructo GS115/pPIC9-IDShr-Like) 
donde se obtuvieron expresiones hasta de ~30mmol/h/mg de proteína7. Sin embargo, se 
halló que en la construcción del vector recombinante aparecen dos secuencias de péptido 
señal al mismo tiempo, la nativa de la IDS humana (IDSh) y la putativa proveniente de 
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae).   
Teniendo en cuenta que en P. pastoris varias proteínas recombinantes han sido 
secretadas con un rendimiento dos o tres veces mayor utilizando el péptido señal de de 
levadura ( -MF, PHO1 ó SUC2) en vez del péptido señal nativo heterólogo8,9,10; se pensó 
en la posibilidad de un conflicto en el reconocimiento erróneo de una u otra señal de 
secreción en el caso de la construcción GS115/pPIC9-IDS.  
Según lo expuesto anteriormente, este trabajo tiene como objetivo lograr avances en el 
mejoramiento del sistema de expresión de la IDShr en P. pastoris con miras al tratamiento 
del Síndrome de Hunter, realizando una nueva clonación del ADN complementario 
(ADNc) de IDSh sin la secuencia que codifica para el péptido señal nativo en el vector de 
expresión pPIC9, de forma que en un futuro pueda realizarse un estudio comparativo de 
la expresión de IDShr en P. pastoris con las construcciones genéticas anteriores.      
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA    
Una de las alternativas propuestas en los últimos años para el tratamiento de 
enfermedades de almacenamiento lisosomal es la TRE, la cual ha mostrado la posibilidad 
de revertir las complicaciones viscerales en enfermedades como el Síndrome de Hunter5,4. 
El objetivo de esta terapia es proporcionarle al paciente la enzima purificada de origen 
exógeno, con la intención de que ésta llegue a los tejidos en los cuales es necesaria su 
actividad; por lo tanto la enzima debe obtenerse en cantidades suficientes, no antigénica y 
con alta actividad específica11.  
Por esta razón, desde hace varios años se vienen desarrollando estrategias conjuntas por 
parte del Instituto de Errores Innatos del Metabolismo (IEIM) de la Universidad Javeriana y 
el Grupo de Investigación en Enfermedades Cardiovasculares y Metabólicas 
(GECAVYME) de la Universidad del Quindío para contribuir al tratamiento de distintas 
MPS por medio de la producción de proteínas recombinantes. Dentro de las estrategias 
desarrolladas por estos grupos para la producción de proteínas recombinantes en P. 
pastoris, se encuentra la de optar por la secreción de la proteína de interés hacia el medio 
extracelular, ya que la recuperación de la molécula desde el medio de cultivo representa 
un primer paso en el proceso de purificación. Para esto, se han utilizado vectores de 
expresión como el pPIC9 que contienen una señal de secreción que envía la proteína al 
exterior de las células12.  
Aún así, tras la construcción del vector recombinante GS115/pPIC9-IDShr-Like en un 
trabajo realizado entre el IEIM y GECAVYME, se encontraron dos secuencias de péptido 
señal al mismo tiempo, la nativa de la IDS humana (IDSh) y la putativa proveniente de 
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)7, por lo que se pensó en la posibilidad de un 
conflicto en el reconocimiento erróneo de una u otra señal de secreción en el caso de 
dicha construcción.  
4 
Por este motivo, en el año 2005 se realizó un trabajo de tesis doctoral tomando los 
resultados obtenidos con el constructo GS115/pPIC9-IDShr-Like, con el fin de lograr 
avances en el modelo computacional de la estructura de la IDSh y en los procesos de 
expresión y purificación de la proteína recombinante expresada en P. pastoris y E. coli 
para la producción de mayores cantidades de enzima activa para su uso en TRE.  
En dicho trabajo, el modelo computacional de la estructura terciaria de la IDSh 
adicionándole el péptido señal nativo, mostró claramente que estos residuos afectan la 
estructura de la enzima, pues parte de la secuencia cubre la entrada al bolsillo de la 
proteína recombinante, constituyendo un impedimento para la formación del complejo 
enzima sustrato. Aunque en dicho trabajo la enzima recombinante presentó niveles de 
actividad de hasta 4 y 9 veces los presentes en plasma y leucocitos humanos, no se 
consideró óptimo para obtener cantidades clínicamente útiles13.  
Si se tiene en cuenta lo expuesto anteriormente, es claro que se debe emprender  una 
nueva clonación de la IDShr sin el péptido señal heterólogo o nativo en el vector pPIC9, 
para en un futuro realizar comparaciones en el nivel de expresión de la enzima con 
respecto a los constructos anteriores.             
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3. JUSTIFICACIÓN   
Teniendo en cuenta que la eficiencia en el proceso de exportación de una proteína 
recombinante desde el retículo endoplásmico (RE) al medio extracelular es una etapa 
fundamental para el nivel de expresión, es posible que el péptido señal heterólogo de la 
IDSh no sea reconocido ni procesado por la levadura. Debido a que la función de la señal 
de secreción está directamente relacionada con el paso del polipéptido naciente a través 
de la membrana del RE y la interacción con las moléculas de la vía de secreción14, es de 
esperar un mejor reconocimiento y procesamiento de la señal de secreción cuando ésta 
proviene de otra levadura. Por lo tanto, expresar proteínas heterólogas humanas en 
levaduras utilizando el péptido señal de otras levaduras favorece el procesamiento 
correcto del mismo, la interacción con las proteínas auxiliares del RE para la formación de 
puentes disulfuro, y el plegamiento y transporte por la vía de secreción14.  
Es por esto que de no presentarse un procesamiento correcto de la proteína cuando es 
sintetizada, precedida de su secuencia señal nativa, podría estarse generando una 
proteína que sea inestable termodinámicamente y susceptible de ser empleada como 
fuente de aminoácidos al ser digerida por las proteasas intracelulares. Lo que 
evidentemente afectaría la recuperación de la proteína de interés en el medio extracelular 
como resultado de una baja o nula expresión8.  
Hasta el momento no existen mecanismos para predecir si la señal de secreción putativa 
proveniente de la levadura S. cerevisiae ( -MF) proporciona los mejores niveles de 
secreción para enzimas como la IDShr, aunque teniendo en cuenta los reportes 
bibliográficos, podría esperarse un incremento en la secreción de la enzima. Aún así, es 
necesario realizar un nuevo constructo pPIC9/IDSh en el que se elimine la secuencia que 
codifica para el péptido señal heterólogo o nativo de IDSh, para en un futuro realizar 
comparaciones en el nivel de expresión de IDSh en la levadura Pichia pastoris.   
6  
4.  OBJETIVOS     
4.1  OBJETIVO GENERAL  
 
Clonar el ADN complementario (ADNc) de la Iduronato 2-Sulfato Sulfatasa 
Humana (IDSh) sin la secuencia que codifica para el péptido señal nativo, en el 
vector de expresión pPIC9.     
4.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
Obtener el ADNc de IDSh sin la secuencia que codifica para el péptido señal 
nativo.  
Modificar los extremos del ADNc de la IDSh a través de la adición de extremos de 
reconocimiento para las enzimas de restricción XhoI y NotI, con el fin de realizar 
una clonación direccional del ADNc de interés.  
Obtener clones de DH5 /pPIC9-hIDS.  
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5.  MARCO TEÓRICO    
5.1  ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO  
Las alteraciones bioquímicas que causan la acumulación de sustratos o la deficiencia en 
la producción de algunos metabolitos fueron llamadas por Sir Archibald Garrod en 1908 
Errores Innatos del Metabolismo (EIM), conocidos también como Trastornos o 
Enfermedades Metabólicas Hereditarias15.  
Estas enfermedades se caracterizan por alteraciones bioquímicas de origen genético que 
modifican la estructura o función de moléculas protéicas que intervienen en el 
metabolismo. Es decir, el defecto estructural se expresa en la actividad de enzimas u 
otros compuestos necesarios en procesos de transporte, síntesis, o degradación de 
sustancias químicas bloqueando el flujo de metabolitos o de otros productos. A esto se 
suma, en algunos casos, la activación de vías alternas que intervienen en la producción 
de compuestos que regularmente no se encuentran en el organismo, dando lugar a 
desequilibrios químicos importantes3 (Fig. 1).  
 
Figura 1. Mecanismo patogénico en los EIM. El efecto de un bloqueo enzimático resulta en: a) Toxicidad directa debido a la 
acumulación de sustrato (S) corriente arriba de la ruta; b) Deficiencia del producto (P) corriente abajo de la ruta metabólica; 
c) Activación de rutas alternas; d) Desvío del flujo metabólico a rutas secundarias y producción de metabolitos alternativos 
(C). Modificado de la referencia 3.  
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Las bases genéticas de los EIM son extremadamente heterogéneas y pueden involucrar 
cualquier tipo de defecto genético: uno o varios puntos de mutación, deleciones,  
inserciones o rearreglos genómicos. Estas mutaciones pueden ocurrir en secuencias 
codificantes o reguladoras3 ; y es precisamente la heterogeneidad que presentan estas 
enfermedades la que dificulta un diagnóstico temprano, ya que precisan de 
determinaciones analíticas complejas y costosas16, sugiriendo así que la incidencia real de 
estos errores congénitos esté subestimada.   
Aunque las enfermedades metabólicas hereditarias consideradas individualmente son 
raras, se han descrito una gran variedad de ellas (unas 700), cuyo número está 
constantemente en aumento. Esto hace que tomadas en conjunto, constituyan las 
enfermedades neonatales más frecuentes17,18,19, justificando la necesidad de profundizar 
en el conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en dichas enfermedades 
que permitan la implementación de tratamientos que mejoren la calidad de vida.    
5.2  ENFERMEDADES DE DEPÓSITO LISOSOMAL  
Los desórdenes de depósito lisosomal representan un grupo de al menos 41 
enfermedades genéticas distintas, cada una resultante de la deficiencia de una proteína 
lisosomal particular, o en algunos casos de proteínas no lisosomales que se encuentran 
involucradas en la biogénesis de los lisosomas20. La deficiencia en la actividad de alguna 
de estas enzimas resulta en la acumulación intralisosomal progresiva de metabolitos no 
degradados como esfingolípidos, glucógeno, mucopolisacáridos y glucoproteínas21.   
En estas enfermedades, la acumulación de los materiales no degradados conlleva a la 
interrupción de las funciones celulares y orgánicas, y ocasiona los signos y síntomas 
clínicos de las diferentes entidades patológicas22. Los cuadros clínicos vienen 
determinados por la distribución del metabolito acumulado en el tejido, en función de su  
localización fisiológica (sistema nervioso, órganos viscerales, tejido conjuntivo, entre 
otros) del sustrato implicado17,23.  
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Para describir las enfermedades lisosomales, se acostumbra convencionalmente 
agruparlas bajo los nombres químicos de los sustratos que se acumulan: lipidosis, 
mucopolisacaridosis y glucoproteinosis. La mayoría de estas patologías se transmiten de 
forma autosómica recesiva, excepto los Síndromes de Hunter y Fabry que se encuentran 
ligados al cromosoma X3.  
  
5.3  MUCOPOLISACARIDOSIS  
Las mucopolisacaridosis (MPS) son un grupo de enfermedades causadas por la 
deficiencia de enzimas lisosomales que degradan glucosaminoglicacanos (GAGs), 
llamados también mucopolisacáridos como el heparán sulfato (HS), dermatán sulfato 
(DS), queratán sulfato (KS) y condroitin 4 y 6 sulfato (CSA/CSC)17,24. Estos GAGs son 
sintetizados en el aparato de Golgi y secretados al espacio intracelular donde son 
ensamblados. Los GAGs son producidos por todas las células, y son especialmente 
abundantes en el tejido conectivo25.  
En el tejido conectivo normal la reparación y remodelación de la matriz extracelular 
incluye la degradación de los GAGs, esto ocurre en los lisosomas, mediante enzimas que 
secuencialmente rompen la cadena de polisacáridos26. En la figura 2 se muestra la ruta de 
degradación del dermatán sulfato, donde la Iduronato 2-Sulfato Sulfatasa es la enzima 
que inicia la degradación de este GAG27.  
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Figura 2. Vía de Degradación del Dermatán Sulfato. Se muestran las enzimas involucradas en cada paso donde la IDS es 
la que inicia la vía de degradación. Modificado de la referencia 27.   
La degradación de GAGs requiere de once enzimas28, los GAGs sin degradar o 
parcialmente degradados se acumulan  en los lisosomas provocando la disfunción de las 
células, tejidos y órganos. En los pacientes afectados de MPS, los GAGs acumulados se 
excretan por la orina, lo cual se utiliza para la orientación diagnóstica de éstas 
enfermedades2.  
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5.3.1  Mucopolisacaridosis tipo II o Síndrome de Hunter  
El síndrome de Hunter o Mucopolisacaridosis II (MPS II) fue descrito inicialmente por 
Charles Hunter en 191729. Se trata de una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X 
causada por la deficiencia de la enzima lisosomal Iduronato 2-Sulfato Sulfatasa (EC. 
3.1.6.13), llevando a la acumulación de heparán sulfato y dermatán sulfato en los 
lisosomas y la subsecuente excreción de estos en la orina30. Esta entidad clínica es de 
muy baja prevalencia a nivel mundial (1:34000- 1:132000)31,32,33,34 y a nivel nacional se 
desconoce su incidencia y prevalencia.     
5.3.1.1  Manifestaciones Clínicas  
Clínicamente se ha observado un espectro de fenotipos, variando de severo a leve. La 
forma severa se caracteriza por presentar un deterioro crónico y progresivo que involucra 
múltiples órganos y tejidos. Estas manifestaciones se evidencian hacia los dos años de 
edad, con organomegalia progresiva, deterioro mental desde leve hasta el retardo 
profundo, macrocráneo, facies toscas, macroglosia, baja talla con tronco corto en relación 
a las extremidades, rigidez articular, hernias, lesiones en piel como hipertricosis y lesiones 
papulares de distribución simétrica en las escápulas y las axilas35. A nivel esquelético 
presentan cifosis, sin joroba y disostosis múltiple leve. La expectativa de vida suele ser 
hasta la segunda década producto de la combinación del deterioro neurológico y la falla 
cardiorespiratoria. En contraste, aunque en la forma leve de la enfermedad el déficit 
enzimático y los hallazgos de laboratorio son los mismos, las manifestaciones clínicas son 
similares pero menos severas. Estos pacientes presentan de forma característica 
obstrucción de la vía aérea por acumulación de mucopolisacáridos en la tráquea y en los 
bronquios y pueden sobrevivir hasta la cuarta o quinta década26,27.  
El Síndrome de Hunter es una MPS sumamente rara y las estimaciones de su incidencia 
en distintos tipos de poblaciones han mostrado variaciones.. Aún así, en Colombia no 
existen datos de incidencia o prevalencia para el síndrome de Hunter.     
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5.4  IDURONATO 2 SULFATO SULFATASA HUMANA  
La IDS es una de las sulfatasas involucradas en la degradación de GAGs, 
específicamente de heparán sulfato y dermatán sulfato26. Estas sulfatasas son miembros 
de una familia de proteínas altamente conservadas que comparten similitudes funcionales 
y estructurales36. Contienen cerca del sitio activo un motivo hexapéptido común, L/V-C-X-
P-S-R, donde X es un residuo que lleva un grupo hidroxilo o tiol37. En la figura 3 se 
muestra la comparación de la secuencia  de aminoácidos de la IDS con otras sulfatasas 
estudiadas donde se evidencia una marcada homología, indicando fuertemente que las 
sulfatasas eucariotas son miembros de una familia de genes conservados 
evolutivamente34,38,39.  
 
Figura 3. Homología parcial de la secuencia de aminoácidos de las sulfatasas de distintos grupos de organismos. Las 
secuencias sombreadas indican las regiones altamente conservadas. Tomado de la referencia 38.   
Todas las sulfatasas sufren una modificación común, co o postraduccional en la cual un 
residuo específico de cisteína que se encuentra en el centro catalítico, es transformado 
hasta un residuo formil-glicina (FGly). Esta transformación se genera en el lumen del 
13 
retículo endoplásmico por la acción de la enzima generadora de FGly (FGE) y  convierte 
las sulfatasas en enzimas activas22 (Fig. 4A-B). Esto se ha evidenciado en la deficiencia 
múltiple de sulfatasas (MSD), un desorden lisosomal de transmisión autosómica recesiva 
en el cual la actividad de todas las sulfatasas conocidas se encuentra disminuida. El 
análisis estructural de las sulfatasas sintetizadas en la MSD revela que estas enzimas no 
tienen la modificación FGly y por lo tanto son inactivas40,34.  
  
Figura 4. Transformación del residuo Cisteína (Cys) a Formilglicina (FGly). A. Esquema hipotético de la conversión, donde 
la primera reacción es la oxidación del grupo tiol hasta un tioaldehido usando una sustancia desconocida (X), como aceptor 
de hidrógenos. Las dos reacciones siguientes muestran la hidrólisis del tioaldehido con liberación de H2S. La formación del 
aldehido hidratado puede ser espontánea. B. Mutaciones en el gen Factor modificante de sulfatasas (SUMF1) resultan en la 
producción de una Enzima Generadora de Formilglicina (FGE) deficiente, lo que conlleva a la producción de sulfatasas 
inactivas. Modificado de las referencias 22 y 37.   
La enzima Iduronato 2 Sulfato Sulfatasa (IDS) elimina el sulfato en el carbono 2 del ácido 
L-idurónico presente en el dermatán sulfato y el heparán sulfato (Fig. 2). La proteína es 
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una enzima glicosilada con 550 residuos de aminoácidos de los cuales los primeros 25 
corresponden a la secuencia del péptido señal, los siguientes 8 son eliminados en el 
procesamiento de la proteína madura y los restantes aminoácidos son el péptido maduro 
que contiene 8 sitios potenciales de N-glicosilacion41,42 (Fig. 5A-B).  
  
Figura 5. Secuencia aminoacídica de la IDSh y sitios potenciales de N-Glicosilación. A. Los primeros 25 residuos (rojo) 
corresponden al péptido señal y otros 8 aminoácidos (azul) son hidrolizados durante el procesamiento postraduccional de la 
enzima; en verde se muestran los sitios potenciales de glicosilación. B. Esquema simplificado donde se observan las 
posiciones de los 8 sitios de N-glicosilación. Modificado de las referencias 42 y 41.   
Se comprobó mediante mutagénesis dirigida en células COS, que el centro activo de la 
proteína está relacionado con la cisteína en posición 8439, donde al igual que en otras 
sulfatas para su actividad catalítica requiere la conversión postraduccional a un residuo 
FGly.  
Los estudios de maduración de la enzima expresada en fibroblastos43 y células COS39,43 
indican que la IDS es procesada como un polipéptido de 72 a 76kDa, que luego es 
glicosilado y fosforilado hasta 90kDa. Por rompimientos proteolíticos posteriores y 
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modificaciones en las glicosilaciones se produce un polipéptido de 55kDa con liberación 
de un péptido de 18kDa. Finalmente otro rompimiento genera una proteína madura de 
45kDa39,41,42 (Fig. 6).   
 
Figura 6. Esquema del Procesamiento de la Iduronato 2 Sulfato Sulfatasa. Se indican los pasos de glicosilación, 
fosforilación, deglicosilación y el procesamiento proteolítico propuesto para células de mamíferos. Los números entre 
paréntesis indican el peso molecular de los polipéptidos sin glicosilaciones. Modificado de la referencia 41.    
5.4.1  Estructura del Gen de la Iduronato 2 Sulfato Sulfatasa  
El síndrome de Hunter es la única mucopolisacaridosis ligada al cromosoma X y su locus 
ha sido ubicado en la región Xq28 de este cromosoma26 (Fig. 7).   
Figura 7. Cromosoma X humano. El gen de la IDS se encuentra en la región Xq28 marcada con rojo. Tomado de Map 
Viewer-NCBI.    
El ADN complementario (ADNc) y el ADN de la IDS humana (IDSh) fueron aislados y 
caracterizados44,45. En cuanto a la estructura del gen, se ha descrito que ocupa 
aproximadamente 24kb y posee 9 exones y 8 intrones (Fig. 8). Es transcrito en 4 especies 
de ARNm de 5.7, 5.4, 2.1, y 1,4kb46; se ha sugerido que el transcrito de 2,1kb codifica la 
secuencia completa de la IDS, los dos transcritos mayores contienen secuencias 3 no 
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codificantes, y el transcrito de 1,4kb codifica para una enzima parecida a la IDS45,47. 
Recientemente se ha reportado un pseudogen (IDS2) distal al gen de la IDS, aunque tiene 
secuencias homologas a los exones 2 y 3 y a los intrones 2, 3 y 7 del gen de la IDS se 
desconoce su función44.   
 
Figura 8. Representación esquemática del gen de la Iduronato 2 Sulfato Sulfatasa. Las regiones exónicas se observan en 
rojo y las intrónicas en negro. Tomado de IDS gene- NCBI.   
5.4.2  Estructura Terciaria de la IDShr con la secuencia del péptido señal  
Con el propósito de comparar la secuencia nativa de la IDSh y la expresada en un trabajo 
anterior7, se alinearon las secuencias del ADNc de la IDSh nativa y la que codifica para la 
enzima recombinante. Esto permitió establecer que el plásmido de expresión pPIC9-IDS 
obtenido en dicho trabajo, contenía tanto la secuencia señal nativa de la IDSh, como la 
secuencia completa de la señal de secreción de S. cerevisiae -MF13.  
Las hipótesis con respecto a la presencia de ambas secuencias señal, y su consecuencia 
en la secreción de la proteína (Fig. 9) plantean que pueden generarse péptidos inestables 
por la presencia de aminoácidos adicionales, una proteína sin procesar y por lo tanto 
inactiva o una proteína estable en el caso de darse un procesamiento adecuado de las 
secuencias señal8.  
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Figura 9. Posibles alteraciones de la secreción causadas por la presencia del péptido señal nativo en la IDSh. a. Se 
generan péptidos inestables por la presencia de aminoácidos adicionales o por el corte aberrado de la secuencia por la 
enzima Kex2. b. La peptidasa señal I (PS I) realiza el corte del péptido señal en la membrana del RE y la proteína es 
liberada del a-Factor y queda con la pro-proteína. c. Péptido recomendado en el que se elimina completamente el péptido 
señal de la IDSh. Tomado de la referencia 8.   
Siguiendo este orden de ideas, al modelar la estructura terciaria se le adicionaron los 33 
aminoácidos que se eliminan en el proceso de maduración de la enzima13. La figura 10 
presenta el modelo computacional de la IDSh que incluye los mencionados residuos. En 
la misma se observa que los 33 aminoácidos adicionales, forman una hélice, una parte de 
la cual cubre completamente la entrada al bolsillo donde se encuentran los aminoácidos 
que componen el sitio activo y la región restante se pliega buscando ubicarse en un 
espacio que presenta la estructura de la proteína.   
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Figura 10. Modelos de la estructura terciaria de IDSh conteniendo el péptido señal nativo. En verde se muestran los 25 
residuos del péptido señal y los ocho siguientes del propéptido y en rojo los aminoácidos que conforman el sitio activo. 
Tomado de la referencia 13.   
En el trabajo realizado por Sáenz en el 2005, se plantea que la presencia de la secuencia 
señal nativa puede afectar los niveles de expresión de la IDShr, dando explicación a las 
bajas concentraciones de IDShr activa en la mayoría de las fermentaciones realizadas. 
Esto, argumentando que la conformación de la IDShr expresada en los modelos 
biológicos está afectada por las alteraciones que sufre la proteína al mantener una región 
adicional altamente hidrofóbica que, sin duda, genera cambios en la conformación 
tridimensional, que se traducen en una proteína plegada incorrectamente, posiblemente 
retenida y luego degradada intracelularmente.   
Asumiendo que el modelo está diseñado para secretar la proteína heteróloga, se trabajó 
fundamentalmente con los sobrenadantes. Aún así, para explorar la posibilidad surgida de 
retención de proteína mal plegada al interior del retículo endoplásmico, complejo de Golgi 
o aun que haya podido ser enviada a los lisosomas, se realizó la ruptura de células. Los 
lisados mostraron niveles de actividad enzimática que variaron entre 0,58 y 4,24 
nmol/h/mg de proteína. Los sobrenadantes de dicho cultivo presentaron actividad de 3,25 
nmol/h/mg de proteína. Los datos obtenidos y la presencia de IDShr intracelularmente, 
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sugirieron que la actividad total del sistema de expresión podría llegar a ser hasta el doble 
de la encontrada en los sobrenadantes, justificando la necesidad de realizar un nuevo 
constructo pPIC9-IDS sin la secuencia que codifica para el péptido señal nativo13. 
   
5.5  TRATAMIENTO DEL SÍNDROME DE HUNTER  
Históricamente, el tratamiento para el síndrome de Hunter ha sido un tratamiento de 
sostén enfocado al manejo de los problemas clínicos. El trasplante de médula ósea ha 
sido la aproximación terapéutica más usada48,49, aún así los resultados no han sido 
satisfactorios, pues no se ha logrado la regresión de los síntomas ni detener su progresión 
a largo plazo. Este procedimiento tampoco ha presentado efecto alguno sobre el retardo 
mental. El tratamiento con intercambio de plasma no demostró beneficio clínico alguno, a 
pesar de observarse un aumento en la actividad de la enzima plasmática de los pacientes 
tratados50. Por otro lado el trasplante de fibroblastos histocompatibles de individuos sanos 
a pacientes Hunter, produjo un aumento en la actividad de la enzima acompañada por el 
correspondiente incremento en la degradación del heparán y dermatán sulfato. Tanto la 
actividad como el incremento de la degradación de los mucopolisacáridos se mantuvo 
durante el tiempo de estudio (2,5 a 3,7 años), si bien el retardo mental de los pacientes no 
mejoró, tampoco hubo progresión del mismo51.  
De acuerdo a los resultados obtenidos en los estudios de intercambio por plasma y 
trasplante de fibroblastos, se pudo inferir que la enfermedad podría responder al 
tratamiento con enzima exógena siempre y cuando tuviera las características adecuadas 
para ser endocitada por los tejidos blanco del tratamiento. Estos resultados, el ADNc de la 
IDS clonado, y la posibilidad de implementar un sistema para producir la enzima en un 
buen sistema de expresión, hicieron del síndrome de Hunter un candidato para el 
tratamiento con Terapia de Reemplazo Enzimático (TRE), que consiste en administrarle al 
paciente la proteína o enzima en forma activa de la misma manera que se trata la 
diabetes con insulina o la hemofilia con el factor VIII de la coagulación52.   
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Recientemente, fue aprobado por la FDA y la Comisión Europea (CE) un medicamento 
denominado Elaprase
 
(idursulfasa- comercializada por Shire Human Genetic Therapies, 
Inc., Cambridge, MA) para el tratamiento del síndrome de Hunter. Se trata de una forma 
recombinante de la IDS, producida en una línea continua de células humanas  
transfectadas con un plásmido de expresión que codifica para 550 aminoácidos de la 
IDSh, incluyendo una secuencia señal de 25 aminoácidos que es cortada en el proceso 
de maduración de la proteína.   
Al realizar la caracterización de la proteína, se estimó una pureza del 99.9% por medio de 
ensayos electroforéticos y cromatográficos. Adicionalmente, se comprobó que los 8 sitios 
de N-glicosilación se encontraban completos y consistían en residuos de Manosa 6-
Fosfato (M6P), permitiendo una alta afinidad con los receptores de la superficie celular y 
su posterior envío hacia los lisosomas vía receptores M6P. Por otra parte, se estimó que 
la conversión postraduccional del residuo de Cisteína a FGly requerido para la actividad 
de la enzima, se lleva a cabo con una eficiencia del 50% que, aunque se trata sólo de la 
mitad, es suficiente para que la actividad enzimática sea positiva53, 54, 55 .   
Los efectos de Elaprase se probaron en modelos de laboratorio antes de estudiarse en 
humanos. En el estudio principal de Elaprase participaron 96 pacientes varones entre 5 
y 31 años y se comparó la eficacia con un placebo. Dentro de los beneficios encontrados 
en el tratamiento, se destacan la reducción de un 49% en la cantidad de GAGs 
excretados en orina luego de 48 semanas de tratamiento, reducción en el volumen del 
hígado y el bazo luego de 24 semanas, y un aumento en la resistencia y la distancia 
recorrida en la prueba de caminata de 6 minutos54. Comprobando así que los beneficios 
de Elaprase fueron mayores que sus riesgos en el tratamiento a largo plazo de 
pacientes con síndrome de Hunter, llevando a la autorización de su comercialización.       
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5.6  TERAPIA DE REEMPLAZO ENZIMÁTICO PARA ENFERMEDADES     
LISOSOMALES  
Las MPS son enfermedades incapacitantes y la mayoría de ellas incurables, porque el 
defecto se halla a nivel de los genes. Esto las convierte en entidades sin tratamiento 
farmacológico convencional y como se mencionó anteriormente, su manejo se ha dirigido 
a controlar las manifestaciones clínicas con el fin de mejorar la calidad de vida de los 
pacientes. Con este propósito se han utilizado el control nutricional, el trasplante de 
córnea, el usó de audífonos, cirugía ortopédica, entre otros2. En efecto, el tratamiento 
ideal para este tipo de patologías, debe ser aquel que pueda implementarse en etapas 
tempranas de la vida para prevenir las secuelas a largo plazo y corregir desde sus inicios 
el defecto.   
En este sentido, los grandes hallazgos biotecnológicos a partir de los años 80, tales como 
la clonación del ADN, la síntesis de oligonucleótidos, aislamiento y empleo de enzimas 
que cortan o pegan fragmentos de ADN y la ingeniería genética de plásmidos bacterianos, 
revolucionaron la investigación en biomedicina y proporcionaron la base experimental 
para intentar estudios conducentes a buscar el desarrollo de terapéuticas tales como la 
terapia génica o la terapia de reemplazo enzimático.  
Hoy en día, los protocolos de terapia génica y TRE, son una realidad56. Sin embargo, 
aunque la terapia génica tiene un gran potencial para tratar una amplia gama de 
enfermedades humanas y los procedimientos podrían realizarse con bajo riesgo de 
reacciones adversas, los resultados en pacientes humanos han demostrado que aun no 
se han logrado los niveles óptimos de transferencia y expresión de los genes exógenos57. 
Esto ha obligado a que su empleo se haya restringido, mientras son desarrollados 
sistemas más eficientes de transferencia de los genes terapéuticos y se profundiza en el 
conocimiento sobre los mecanismos de expresión y regulación genética de estos en las 
células transfectadas. De lo anterior puede concluirse que la TRE en las actuales 
circunstancias, se presenta como la alternativa más viable y rápida para el tratamiento de 
las enfermedades genéticas11,21.    
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5.7  pPIC9 COMO VECTOR DE EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES  
El plásmido pPIC9 (Invitrogen San Diego Ca. U.S.A.) (Fig. 11), es un vector de integración 
para la expresión de proteínas en la levadura Pichia pastoris. Contiene la secuencia del 
promotor del gen de la enzima alcohol oxidasa 1 (AOX1), una secuencia señal  (S) ( -
factor o -MF derivado de Saccharomyces cerevisiae) para secretar las proteínas al 
medio extracelular, un sitio múltiple de clonación, un sitio de trascripción-terminación (TT),  
el gen de resistencia  a la ampicilina, el sitio de origen de replicación en Escherichia coli 
para su multiplicación en esta bacteria y el gen HIS4 que codifica para la histidinol 
deshidrogenasa. Éste vector contiene además dos sitios de restricción para las enzimas 
Sal I y Stu I creados por ingeniería genética, las cuales se utilizan para hacer lineal el 
plásmido favoreciendo su integración al locus his4 del genoma de P. pastoris. Esta 
integración ocurre por un evento de entrecruzamiento simple entre el loci his4 en el 
cromosoma de la levadura y el gen HIS4 en el vector58.   
  
Figura 11. Esquema del plásmido de expresión pPIC9. El esquema  muestra, la secuencia señal de secreción -Factor, un 
sitio múltiple de clonación, el gen de resistencia a la ampicilina, la región de replicación en E. coli, dos sitios para las 
enzimas de restricción salI y StuI, que permiten linealizar el vector para facilitar su integración al genoma de Pichia pastoris. 
Tomado de la referencia 58.   
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5.7.1  Señal de Secreción Péptido -Factor ( -MF)  
Por lo general, en cuanto a la producción de proteínas recombinantes en P. pastoris se ha 
optado por su secreción hacia el medio extracelular, debido a que la recuperación de la 
molécula desde el medio de cultivo representa un primer paso en el proceso de 
purificación59.   
Con el fin de obtener una secreción eficiente, el ADNc se fusiona con una secuencia líder 
compatible por el modelo de expresión, lo que además favorece la estabilidad del 
sistema60. En P. pastoris, la señal de secreción empleada con mayor frecuencia es el 
péptido -Factor de S. cereviciae, que facilita el transporte de la proteína a través del 
retículo endoplásmico (RE) y el complejo de Golgi, antes de su ubicación en las vesículas 
de secreción61. En el año de 1982 se obtuvo la secuencia completa del -MF62, consta de 
85 aminoácidos, donde los primeros 19 residuos corresponden al péptido señal y los 
siguientes 66 a la región denominada pro-secuencia, que contiene tres sitios potenciales 
de N-glicosilación en los residuos 4, 38 y 4863.  
En P. pastoris varias proteínas recombinantes han sido secretadas eficientemente 
utilizando el péptido señal nativo heterólogo (es decir, el péptido señal propio de la 
proteína a expresar), mientras que otras han mostrado rendimientos dos o tres veces 
superiores cuando utilizan un péptido señal de levadura ( -MF, PHO1 ó SUC2)64. Esta 
información lleva a pensar en la necesidad de realizar comparaciones entre la producción 
de proteínas recombinantes de interés utilizando el péptido señal nativo heterólogo y su 
producción utilizando el péptido señal de levaduras.  
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6.  MATERIALES Y MÉTODOS   
6.1  MICROORGANISMOS   
6.1.1  Escherichia coli  
Para la multiplicación de los plásmidos pUC13-IDS, pPIC9 y pPIC9-hIDS, se empleó la 
cepa de E. coli  DH5 (F-, 80dlacZ M15, (lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk-, mk+), 
phoA, supE44, -, thi-1, gyrA96, relA1), del banco de cepas del CIAT (Centro Internacional de 
Agricultura Tropical).   
6.2  CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE MICROORGANISMOS  
Las bacterias E. coli DH5 se cultivaron a 37°C y 180-220 rpm durante 12-18 h, utilizando 
medio de cultivo LB (Luria-Bertani Broth). Los cultivos en medio líquido se realizaron en 
tubos de ensayo de 20mL conteniendo 1800µL del medio inoculado con 200µL bacterias. 
En el caso de cultivos con cepas transformadas con pUC13-IDS, pPIC9 y pPIC9-hIDS se 
crecieron en medio LB suplementado con ampicilina a una concentración de 100µg/mL. 
Para la conservación de las cepas se sirvieron alícuotas de 500µL de bacterias en 500µL 
de glicerol al 60% y se almacenaron a -20°C.   
6.3  PLÁSMIDOS   
6.3.1  pUC13-IDS  
El plásmido pUC13-IDS (Fig. 12), fue gentilmente donado por el Dr, Shunji Tomatsu (Gifu  
University, Gufu, Japón) para un trabajo realizado anteriormente en el Instituto de Errores 
Innatos del Metabolismo7. Es un vector que contiene la secuencia regulatoria y la 3 del 
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gen de la -galactosidasa (gen lacZ) del operón lac. Contiene un sitio múltiple de 
clonación (SMC), un origen de replicación, un sitio de trascripción-terminación (TT) y el 
gen de resistencia  a la ampicilina. El pUC13-IDS fue construido insertando el cDNA de la 
IDS (1.7kb), el sitio de restricción para la enzima EcoRI, el tamaño  total de este 
constructo fue de 4.4kb.   
 
Figura 12. Esquema del vector recombinantes pUC13-IDS. El cDNA de la IDS, fue clonado en el sitio de restricción EcoRI, 
del vector pUC13. Se indican las regiones 3´ del gen lacZ, sitio de inicio de la transcripción, el promotor del operón lac Z y el 
gen de resistencia a la ampicilina. Modificado de la referencia 9.   
6.3.2  pGEM-T Easy  
El vector pGEM®-T Easy de Promega es un sistema de clonación realizado por medio del 
corte del vector con la enzima de restricción EcoRV (que realiza un corte romo en el 
palíndromo GATATC), para luego agregar un desoxitimidilato en los extremos 3´ de la 
secuencia. El vector posee las características básicas de un plásmido de clonación65 
(figura 13).  
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Figura 13. Vector de clonación pGEM®-T Easy. El vector contiene los promotores T7 y SP6 flanqueando el sitio múltiple de 
clonación para facilitar la secuenciación del inserto. La inserción del ADN de interés inactiva el segmento lacZ permitiendo 
una identificación directa de los clones transformantes (Blancos) cuando se encuentran en un medio suplementado con 
Ampicilina/IPTG/X-Gal.   
6.3.2 pPIC9  
Las características principales de éste vector fueron descritas previamente en  apartado 
5.7 (Fig. 11).   
6.4  PURIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS  
Para la extracción de plásmidos se utilizó el estuche de purificación Wizard®Plus SV 
Minipreps de Promega siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 1) y la presencia 
de ADN plasmídico se comprobó realizando una electroforesis en gel de agarosa al 1% 
(p/v) teñido con Bromuro de Etidio 1µg/ml, utilizando tampón de corrido 1X TBE (Trisma 
base 1M, ácido bórico 1M y EDTA 20mM) con la aplicación de una diferencia de potencial 
de 80V; el gel se visualizó en luz UV a una longitud de onda de 312 nm. Como 
marcadores de talla molecular se utilizaron HindIII y 1Kb Plus de Invitrogen®.  
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Nota: Las condiciones de electroforesis descritas anteriormente, se utilizaron a lo largo de 
todo el trabajo.   
6.5  OBTENCIÓN DEL ADNc DE LA IDS SIN PÉPTIDO SEÑAL NATIVO (hIDS)   
6.5.1  Restricción de pUC13-IDS  
Para obtener el ADNc de la IDS sin péptido señal nativo fue necesario partir del 
constructo pUC13-IDS para liberar el fragmento de la IDS por medio de una restricción 
con la enzima EcoRI (Invitrogen). La digestión enzimática se llevó a cabo mezclando 2µL 
de tampón 10X (Concentracion final 1X: 50mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM MgCl2, 100mM 
NaCl), 15µL del producto de extracción del pUC13-IDS, 0,5 unidades de enzima y 
agregando agua estéril hasta completar un volumen final de 20µL. La mezcla se incubó a 
37°C por 2 horas, seguida de una inactivación del la enzima a 65°C durante 15 minutos.  
Para la predicción de las bandas esperadas luego de la restricción, se realizó una 
restricción virtual del constructo utilizando el programa disponible en la red NEBcutter 
2.066.   
La banda obtenida de 1.4Kb, correspondiente al ADNc de la IDS fue extraída del gel y 
purificada con el estuche de purificación de bandas GenElute Minus EtBr Spin Column 
de Sigma siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 2).    
6.5.2  Amplificación por PCR del ADNc de IDS sin péptido señal nativo  
El fragmento correspondiente al ADNc de la IDS que previamente fue purificado presenta 
una secuencia que traduce para el péptido señal nativo. Por esta razón, se utilizaron 
cebadores específicos para eliminar esta secuencia mediante amplificación por PCR.   
El diseño de los cebadores se realizó teniendo en cuenta que el fragmento obtenido por 
PCR sería luego ligado al sitio múltiple de clonación del vector pPIC9 entre los sitios de 
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restricción para las enzimas XhoI y NotI, favoreciendo una clonación direccional del 
inserto. Las secuencias y algunas características de los cebadores se muestran en la 
Tabla 1.  
Tabla 1. Cebadores utilizados para amplificar el ADNc de la IDS sin la secuencia que codifica para el péptido señal nativo. 
Las porciones que se alinean con la secuencia de IDS se encuentran subrayadas. IDS-F (46 nucleótidos), contiene un sitio 
de restricción para XhoI (en rojo) y la secuencia necesaria para restaurar la señal de corte proteolítico del -MF presente en 
el vector pPIC9. IDS-R (35 nucleótidos), contiene un sitio de restricción para NotI (en rojo) y la secuencia correspondiente al 
codón de parada.  







Para la reacción de PCR se utilizaron 5µL de ADN (utilizando como molde el ADNc de la 
IDS purificado obtenido por la restricción de pUC13-IDS con EcoRI), 3µL de tampón (10X) 
(Concentración final 1X: 20mM Tris-HCl, 50mM KCl pH 8.4), 2µL de MgCl2 (25mM), 3µL 
de dNTPs (2mM), 0,12µL de cada cebador (50µM cada uno), 0,5µL de Taq-ADN 
polimerasa de Invitrogen®, completando con agua estéril hasta 30µL de volumen final.  
El programa de amplificación se llevó a cabo bajo las siguientes condiciones: un primer 
ciclo de desnaturalización a 94°C (5 minutos); 30 ciclos de desnaturalización a 94°C (45 
segundos), alineamiento a 65°C (45 segundos), extensión a 72°C (45 segundos); y un 
ciclo final de extensión a 72°C (5 minutos). El producto de la reacción se corrió en un gel 
de agarosa y los resultados obtenidos fueron comparados con los patrones producidos 
por los marcadores de talla molecular HindIII y 1Kb de Invitrogen como se describió en 
el numeral 4.4.    
6.6  SUBCLONACIÓN DEL ADNc DE hIDS   
La ligación del fragmento de la hIDS al vector pGEM®-T Easy se realizó utilizando 0,05µg 
del vector y 0,1µg del inserto (previamente purificado como se describe en el anexo 2 
para eliminar el exceso de otros compuestos producto de la PCR que pudieran influir en la 
reacción de ligación), con 3 unidades de T4 ADN ligasa en 5µL del tampón de ligación 
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rápida (2X Rapid Ligation Buffer) del estuche LigaFast® de Promega (Concentración final 
1X: 30mM Tris-HCl pH 7.8, 10mM MgCl2, 10mM DTT, 1mM ATP, 5% PEG), para un 
volumen final de 10µL. La reacción se incubó 3 horas a temperatura ambiente y luego fue 
almacenada a -20°C.   
6.7  TRANSFORMACIÓN DE Escherichia coli   
6.7.1  E. coli competentes  
Las células de E. coli se hicieron competentes utilizando Cloruro de Calcio 0,5M (CaCl2) 
siguiendo la metodología descrita por Sambrook67 con algunas modificaciones realizadas 
para este trabajo, el procedimiento se describe a continuación.  
Se crecieron 200µL de bacterias sin transformar en 1800µL de medio LB durante toda la 
noche a 37°C y agitación constante (180-220 rpm). Como control, a otro tubo de ensayo 
se le adicionó la misma cantidad de bacterias a un medio de cultivo suplementado con 
Ampicilina a 100µg/ml para verificar que no presentaran resistencia previa al antibiótico.  
Al día siguiente, se tomaron 200µL de las células bacterianas que crecieron durante toda 
la noche y se adicionaron en un tubo de ensayo de 20mL con 1800µL de caldo LB 
precalentado a 37°C, para luego ser incubadas nuevamente  durante 3 horas para 
obtenerlas en la fase exponencial de crecimiento. A continuación, la muestra se trasladó a 
un tubo eppendorf de 2ml y se introdujo en hielo durante 20 minutos, pasado este tiempo, 
la muestra se centrifugó a 4000 rpm a 4°C durante 15 min, el sobrenadante fue 
descartado y el precipitado resuspendido en 400µL de CaCl2 a 4°C y a una concentración 
de 0.5M. Se centrifugó a 4000 rpm a 4°C durante 15 min, se descartó el sobrenadante y el 
precipitado se resuspendió nuevamente en 400µL de CaCl2 0,5 M a 4°C. Finalmente, las 
bacterias fueron puestas en hielo hasta ser utilizadas en la transformación.     
30 
 
6.7.2  Transformación de E. coli competentes  
Se tomaron tres tubos de 2ml con 5µL de muestra distribuidos así:  
Tubo 1: Producto de la ligación pGEM®-T Easy-hIDS.  
Tubo 2: Vector pUC13-IDS (como control positivo de la transformación).  
Tubo 3: Agua estéril (como control negativo de la transformación).  
A cada tubo se le transfirieron 50 µL de las células competentes frescas, se mezclaron 
suavemente con golpe de dedos y se colocaron en baño frío durante 20 min., luego de los 
cuales se sometieron a un choque térmico a 42°C durante 2 min. Los tubos se retornaron 
inmediatamente al baño frío por 2 min y a cada mezcla se le agregaron 950µL de medio 
LB a temperatura ambiente, incubando luego con agitación suave por 3 horas a 37°C. 
Finalmente, las colonias transformadas fueron sembradas en cajas de Petri con medio LB 
agar, con ampicilina a 100µg/ml como antibiótico de selección. Cuando las placas 
estuvieron secas se incubaron entre 14 y 16 horas a 37 C. Las bacterias transformadas 
fueron seleccionadas, crecidas en LB Ampicilina 100µg/ml y almacenadas en glicerol al 
30%. Los vectores recombinantes producto de la clonación de la hIDS en el vector 
pGEM®-T Easy fueron llamados pGEM-T/hIDS.    
6.8  CONSTRUCCIÓN DEL PLÁSMIDO DE ESPRESIÓN pPIC9/hIDS   
6.8.1  Preparación del vector (pPIC9) y el inserto (ADNc de hIDS)  
Con el fin de generar compatibilidad entre los extremos del vector y el inserto, el vector 
pPIC9 y el constructo pGEM-T/hIDS se cortaron en reacciones por separado utilizando las 
enzimas de restricción XhoI (Promega) y NotI (Invitrogen); realizando una primera 
digestión con XhoI seguida de una segunda digestión con NotI tomando como muestra de 
ADN la primera digestión para obtener los extremos adecuados para la ligación 
direccional.  
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La primera reacción se llevó a cabo mezclando 15,2µL de muestra con 1,8µL tampón 10X 
(Concentración final: 50mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM MgCl2, 100mM de NaCl) y 0,5 
unidades de XhoI para completar un volumen final de 18µL. Esta mezcla se incubó 
durante 2 horas a 37°C, seguida de una inactivación de la enzima a 65°C por 15 minutos. 
Para la segunda reacción se utilizó como muestra el producto de la primera reacción, al 
cual se le  agregaron 0,23µL de agua, 2,1µL de tampón y 0,5 unidades de NotI, esta 
mezcla se incubó de igual forma que la primera reacción. A continuación, ambos 
productos se purificaron con el estuche de purificación de bandas GenElute Minus EtBr 
Spin Column de Sigma siguiendo las instrucciones del fabricante (anexo 2).   
6.8.2  Ligación de hIDS con pPIC9  
La ligación del fragmento de la hIDS al plásmido pPIC9 se realizó utilizando 0,6µg del 
inserto y 0,3µg del vector, con 3 unidades de T4 ADN ligasa en 5µL del tampón de 
ligación rápida (2X Rapid Ligation Buffer)  del estuche LigaFast® de Promega, para un 
volumen final de 10µL. La reacción se incubó a 4°C durante toda la noche. 
Adicionalmente, se llevó a cabo un control de la ligación utilizando el vector pPIC9 
digerido con las enzimas XhoI y NotI, donde se utilizaron las mismas cantidades de T4 y 
tampón de ligación que se describieron anteriormente, excepto que el volumen de ADN a 
ligar fue de 4µL. Las bacterias competentes se transformaron y seleccionaron como se 
describió en el numeral 6.7.2 y los vectores recombinantes producto de la clonación de la 
hIDS en el vector pPIC9 fueron llamados pPIC9-hIDS.   
6.9  EVALUACIÓN DEL PLÁSMIDO RECOMBINANTE  
Para comprobar la ligación del fragmento de la hIDS en el vector pPIC9, luego de realizar 
una extracción de plásmidos se llevó a cabo una reacción de restricción utilizando las 
enzimas XhoI y NotI, esto con el fin de liberar el fragmento de la hIDS. El producto de la 
reacción se visualizó realizando una electroforesis en gel de agarosa como se mencionó 
en secciones anteriores y se comparó con los patrones producidos por los marcadores de 
talla molecular 
 
HindIII y 1Kb de Invitrogen. 
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6.10  SECUENCIACIÓN DE hIDS  
Para comprobar los resultados obtenidos, el inserto obtenido en la subclonación (pGEM-T 
Easy-hIDS) fue secuenciado en el CIAT siguiendo el método descrito por Sanger68. La 
reacción se llevó a cabo en un secuenciador automático ABI PRISM 377 utilizando la 
mezcla de reacción BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing. Los oligonucleótidos 
utilizados para la secuenciación fueron los correspondientes a los promotores T7 y SP6, 
que flanquean el sitio múltiple de clonación del pGEM-T Easy (Fig. 13).  
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7.  RESULTADOS Y DISCUSIÓN    
7.1 OBTENCIÓN DEL ADNc DE LA hIDS  
7.1.1 Restricción de pUC13-IDS   
De acuerdo a los datos arrojados por el programa NEBcutter 2.0, las bandas esperadas 
luego de la restricción del vector recombinante pUC13-IDS con la enzima de restricción 
EcoRI deberían ser de 2680, 1430 y 229 pares de bases (pb) como se muestra en la 
figura 14. 
  
Figura 14. Restricción virtual de pUC13-IDS con EcoRI. Restricción generada con NEBcutter donde se predicen tres cortes 
con la enzima EcoRI con tamaños de 2680, 1430 y 229 pb.   
A partir de los datos teóricos obtenidos, se procedió a realizar la restricción del vector, 
donde se corroboró la presencia de las 3 bandas en los pesos esperados (Fig. 15). En 
trabajos anteriores7,69, donde también se realizó restricción del plásmido pUC13-IDS con 
EcoRI, la banda de 229pb no se observa en las electroforesis, probablemente porque su 
baja talla molecular hace que la molécula migre más rápido a través de la matriz de 
agarosa70 y pueda salirse rápidamente del gel.      
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Figura 15. Electroforesis de la restricción de pUC13-IDS con EcoRI en gel de agarosa al 1%. La extracción de pUC13-IDS y 
la restricción de este vector se analizaron por electroforesis donde los carriles corresponden a las siguientes muestras: 1. 
Marcador de peso  HindIII. 2. Vector pUC13-IDS sin digerir. 3. Vector pUC13-IDS digerido con EcoRI (bandas de 2680, 
1430 y 229 pb). 4. Marcador de peso 1 Kb Plus.   
En el carril 2 de la figura anterior, puede observarse la presencia de varias bandas aún 
cuando sólo se presenta una especie de ADN, en éste caso pUC13-IDS. Esto puede 
explicarse debido a las distintas conformaciones que pueden adoptar los plásmidos. La 
misma secuencia puede estar relajada o en diferentes estados de enrollamiento, como 
consecuencia, en una electroforesis el movimiento de las moléculas varía de acuerdo a su 
conformación y las más compactas (superenrolladas) migrarán más rápido a través del 
gel con respecto a las moléculas relajadas que se moverán lentamente71.    
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7.1.2  Obtención del fragmento de IDS sin péptido señal nativo  
Luego de la restricción de pUC13-IDS con EcoRI, se purificó desde el gel la banda 
correspondiente al fragmento de 1430pb del ADNc de la IDS y se utilizó como molde para 
la reacción de PCR. La figura 16A  muestra la secuencia teórica obtenida del fragmento 
de IDS producto de la restricción y los sitios donde hibridan los cebadores en la PCR. En 
la figura 16B se encuentra la secuencia teórica obtenida del producto de PCR (IDS sin 
péptido señal nativo). La presencia de este fragmento se evidenció por medio de 
electroforesis en agarosa donde se observó una banda en la talla teórica esperada, 
~1390pb (Fig. 17).    
         A. 




Figura 16. Secuencias teóricas: A- producto de restricción; B- luego de la reacción de PCR. A. Producto de Restricción. La 
figura muestra en rojo los sitios donde hibridan cebadores y en azul la secuencia que se pierde luego de la reacción y que 
corresponde a la secuencia del péptido señal heterólogo o nativo. B. Producto de PCR. Los nucleótidos coloreados 
corresponden a la secuencia completa de los primers.   
                                                                  1       2        3        4 
Figura 17. Producto de amplificación por PCR del ADNc de la IDS sin la secuencia que codifica para el peptido señal nativo 
(hIDS). Electroforesis en gel de agarosa al 1% donde los carriles corresponden a las siguientes muestras: 1. Marcador de 
peso 1 Kb plus. 2 y 3. Producto amplificado del ADNc de la hIDS donde se observa una banda de ~1390pb. 4. Control 
negativo de la reacción de PCR. 
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7.2  SUBCLONACIÓN DEL ADNc DE hIDS    
Según lo reportado por Dallas et al. (1998), las enzimas de restricción no son lo 
suficientemente eficientes en los extremos de las secuencias de ADN y necesitan de al 
menos 3-4 nucleótidos extra en el producto de PCR para que éste pueda ser digerido 
directamente de forma eficiente (Tabla 3)72, otros autores reportan que incluso 3-4 
nucleótidos extra pueden ser insuficientes para que se lleve a cabo la digestión 
enzimática73. Por esta razón y teniendo en cuenta que el producto de PCR sólo presenta 
un nucleótido extra antes del sitio de reconocimiento para las enzimas de restricción XhoI 
y NotI (Fig. 16B) se justifica la estrategia de subclonación del fragmento de hIDS antes de 
ligarlo al vector pPIC9.   
Tabla 2. Eficiencia de las enzimas de restricción para cortar los productos de PCR con sitios de reconocimiento en los 
extremos  de los fragmentos. Corta: +, No Corta: -, Corta pero no siempre es reproducible: +/-. Las enzimas de restricción 
utilizadas en este trabajo para digerir el producto de PCR se encuentran en rojo. Modificado de la referencia 70.  
Enzima Distancia (en pb) desde el 
final del fragmento 
 
0 1 2 3
Apa I - - +/- +
BamH I - +/- + +
BstX I - +/- + +
Cla I - +/- + +
EcoR I - +/- + +
EcoR I - + + +
Hind III - - + +
Not I - - + +
Pst I - - +/- +
Sac I - +/- + +
Sal I + + + +
Sma I - +/- + +
Spe I + + + +
Xba I - +/- + +
Xho I - - +/- +
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Adicionalmente, con respecto a las características del producto de PCR en los extremos 
de la secuencia, la literatura reporta que dichos extremos dependen del tipo de 
polimerasa con la que se realice la reacción. El primer reporte con respecto a este 
planteamiento lo hizo Clark, J. en 1988, donde se concluyó que la Taq polimerasa no 
necesitaba de ADN molde al final de la cadena y que podía extenderla agregando uno o 
más nucleótidos en los extremos terminales 3´ de una cadena de ADN con extremos 
romos74. Hoy en día, existen varios tipos de ADN polimerasa y los extremos de los 
fragmentos obtenidos tienen características distintas de acuerdo a la polimerasa que se 
utilice (Tabla 3).   
Tabla 3. Comparación de las propiedades de los productos de PCR generados con algunas ADN polimerasas 
Termoestables. En rojo se muestra la polimerasa utilizada en el presente trabajo.  
Características Taq Tfl Tth Tli Pfu 
Terminación resultante 3´ A
 
3´ A 3´ A Romo Romo
5´ - 3´ actividad exonucleasa Si Si Si No No 
3´ - 5´ actividad exonucleasa No No No Si Si 
 
En una reacción de PCR donde se encuentran los cuatro dNTPs, el nucleótido que tiende 
a ser agregado de más es el desoxiadenilato, es decir que el producto obtenido en éste 
trabajo contiene en sus extremos 3´  un desoxiadenilato extra como se representa en la 
figura 18.   
Hace algunos años se diseñó una técnica denominada clonación T- A75. Para la cual se 
diseñaron plásmidos abiertos que presentan desoxitimidilatos protuberantes en sus 
extremos 3´ (Vector T), lo que permite que sean compatibles para ligar con productos de 
PCR obtenidos con ADN polimerasas que produzcan extremos con desoxiadenilatos 
libres en los extremos 3´ de las secuencias74,76. Como se describió en el numeral 6.3.2, el 
vector pGEM®-T Easy de Promega es un sistema T de clonación que presenta 
desoxitimidilatos sobresalientes en sus extremos 3´, con lo que se incrementa 
fuertemente la ligación de productos obtenidos por PCR, además de disminuir las 
probabilidades de recirculación del vector ya que sus extremos no son compatibles65. 
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Figura 18. Características de los extremos del producto de PCR. Esquema representativo donde se muestra la ubicación de 
los cebadores (IDS-F e IDS-R) en la secuencia y los extremos 3´ con desoxiadenilatos protuberantes.   
En cuanto a los resultados luego de la transformación de las bacterias competentes con el 
vector pGEM®-T Easy- hIDS, se obtuvieron alrededor de 30 colonias transformantes por 
caja de petri (Fig. 19). En éste caso la selección no se realizó de acuerdo al color de las 
colonias (Blanco: colonias con el inserto, Azul: colonias con el vector recircularizado) ya 
que el medio en el que fueron cultivadas sólo presentaba como mecanismo de selección 
Ampicilina a una concentración de100µg/mL. Por esta razón, se aislaron todas las 
colonias presentes y se realizó extracción de plásmidos para luego probar la presencia del 
inserto mediante una reacción de restricción con las enzimas XhoI y NotI. Adicionalmente, 
el hecho de liberar el fragmento de hIDS con estas enzimas proporcionaba un inserto 
adecuado para luego ser ligado al vector pPIC9, ya que los fragmentos a unir (vector e 
inserto) presentan extremos complementarios.  
Figura 19. Resultado de la transformación de E. coli con el constructo pGEM-T Easy-h IDS.  
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Inicialmente, se aislaron cinco colonias, a tres de ellas se les realizó extracción de 
plásmidos que se denominaron pGEM-T Easy/hIDS clones 1, 2 y 3. Teniendo en cuenta 
que el vector tiene un peso de 3018pb, el peso esperado para los clones con el inserto 
sería de ~4408pb, lo que podría compararse con el peso del vector pUC13-IDS de 4339pb 
que se muestra en la figura 12, esperando un patrón de corrido a través del gel muy 
similar entre ambos constructos (Fig. 20A). Al llevar  a cabo la restricción de los clones 1 y 
2 con las enzimas de restricción XhoI y NotI seguida de una electroforesis, se evidenció la 
liberación del fragmento hIDS (Fig. 20).  
      A                                                                         B 
  
Figura 20. Electroforesis de pGEM-T Easy-hIDS y Restricción con XhoI y NotI. A. Electroforesis en gel de agarosa al 1% 
donde los carriles corresponden a las siguientes muestras: 1. Marcador de peso  HindIII. 2. pUC13-IDS (control positivo de 
la transformación). 3, 4 y 5. pGEM-T Easy- hIDS clones 1, 2 y 3 respectivamente. B. Electroforesis en gel de agarosa al 1% 
donde los carriles corresponden a las siguientes muestras: 1. Marcador de peso  HindIII. 2. pGEM-T Easy- hIDS clon 1. 3 y 
4. Restricción de pGEM-T Easy- hIDS clon 1 con las enzimas XhoI y NotI donde aparece la banda de la hIDS.   
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7.2.3  Ligación del fragmento hIDS al vector pPIC9  
De acuerdo a los resultados obtenidos en la subclonación de hIDS, se realizó la ligación 
de hIDS en pPIC9, el vector y el inserto se prepararon de acuerdo a lo descrito en el 
numeral 6.8, donde el inserto se obtuvo a partir de la digestión del constructo pGEM-
T/hIDS.   
Según los datos obtenidos en el análisis del constructo pGEM-T Easy hIDS con el 
programa NEBcutter, se encontró que presenta tres sitios de reconocimiento para la 
enzima NotI en el sitio múltiple de clonación; dos en el vector y uno generado por el 
cebador IDS-R (Tabla 1) usado para obtener la secuencia de la hIDS (Figuras 21A-B).  
 
Figura 21. Sitios de restricción con NotI de pGEM-T Easy y pGEM-T Easy-hIDS. A. Sitio múltiple de clonación del vector 
pGEM-T Easy donde se muestran en rojo los sitios de reconocimiento para la enzima NotI que flanquean el sitio donde liga 
el inserto (en verde) y la ubicación del sitio de restricción en el mismo. B. Restricción virtual del constructo pGEM-T Easy- 
hIDS, donde se muestran tres sitios de corte para la enzima NotI. 
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Por esta razón, se realizó una digestión del vector con cada enzima por separado67, es 
decir, realizar una digestión con XhoI en primera instancia, seguida de una digestión con 
NotI tomando como muestra de ADN la primera digestión para completar los dos 
extremos adecuados para la ligación.   
Los resultados obtenidos en este punto (figura 22) fueron acordes con los resultados 
esperados, donde de acuerdo a lo que reporta Sambrook et al. (1989)67, ante la falta de 
complementariedad entre los extremos sobresalientes producto de una digestión con 
enzimas distintas (NotI y XhoI), el vector no se puede ligar eficientemente y transforma las 
bacterias pobremente67 (transformación con el control negativo de la ligación). Esto, 
contrastado con los resultados de la transformación con la reacción de ligación entre 
pPIC9 e hIDS donde se obtuvo una cantidad de colonias visiblemente mayor indica que la 
mayoría de las células bacterianas resistentes a la ampicilina contienen plásmidos que 
llevan el ADN de interés (hIDS).    
  
Figura 22. Resultado de la transformación de E. coli DH5 con el constructo pPIC9-hIDS. 
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Se aislaron 20 colonias nombradas pPIC9-hIDS clones 1 a 20. Inicialmente, se probaron 
los clones 1, 2 y 3 realizando una extracción de plásmidos, los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 23.  
  
Figura 23. Producto de extracción de pPIC9-hIDS. Electroforesis en gel de agarosa al 1% donde los carriles corresponden 
a las siguientes muestras: 1. Marcador de peso  HindIII. 2. Extracción de plásmidos de pPIC9. 3, 4 y 5. Extracción de 
plásmidos de los clones pPIC9-hIDS 1, 2 y 3 respectivamente.   
De acuerdo al principio de separación de las bandas en una electroforesis por su talla 
molecular, donde las moléculas que tienen la misma longitud migran juntas como una sola 
banda y la moléculas más pequeñas se mueven a través de la matriz del gel más 
rápidamente que las grandes70 ,se explica la diferencia en las distancias de corrido de la 
figura 23 mostrando una talla mayor en las extracciones de ADN plasmídico de los clones 
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1, 2 y 3 comparadas con la extracción de  pPIC9 (8020pb), sugiriendo la presencia del 
inserto (hIDS) en el vectror pPIC9, constructo denominado pPIC9-hIDS (~9410pb).  
Asumiendo que los clones pPIC9-hIDS 1, 2 y 3 contenían el inserto, se probó el clon 1 por 
restricción con las enzimas XhoI y NotI en las mismas condiciones descritas en el numeral 
6.8.1 con el fin de corroborar la presencia del inserto. Los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 24.  
  
Figura 24. Restricción del constructo pPIC9-hIDS con las enzimas XhoI y NotI. Para comprobar la presencia del inserto en 
el constructo, se analizó el producto de restricción en un gel de agarosa al 1%. Los carriles corresponden a las siguientes 
muestras: 1. Marcador de peso  HindIII. 2. Extracción de pPIC9. 3. Extracción de pPIC9-hIDS clon 1. 4. Restricción de 
pPIC9-hIDS con XhoI y NotI. 5. Restricción de pPIC9-hIDS con XhoI. 6 y 7. Muestras utilizadas para la ligación y 
construcción del vector recombinante: pPIC9 e hIDS respectivamente (productos purificados luego de la restricción con XhoI 
y NotI).   
7.3 SECUENCIA DE hIDS  
La secuencia consenso obtenida en la reacción de secuenciación se comparó utilizando el 
programa ClustalW77 con la secuencia correspondiente al primer reporte del ADN 
complementario de la IDSh78 (código de acceso en el GeneBank M58342). La homología 
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entre ambas secuencias se muestra en la figura 25 donde se observa un alto grado de 
identidad. Estos resultados se consideran una prueba adicional para comprobar que el 
inserto hIDS obtenido en éste trabajo es similar a la secuencia referencia de IDSh 
reportada en el GeneBank.  
 
Figura 25. Alineamiento de la secuencia parcial de hIDS con la IDSh reportada en el GeneBank. Se muestra la secuencia 
parcial de la hIDS (IDS_Consensus) y su homología con la IDSh (gi|184561_125-1777), los asteriscos indican los 
nucleótidos idénticos en ambas secuencias. El recuadro en la parte superior señala el sitio de reconocimiento para la 
enzima de restricción XhoI generado por el cebador IDS-F.   
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Finalmente, la figura 26 muestra el esquema propuesto del constructo pPIC9-hIDS 
obtenido en el presente trabajo donde se observa la ubicación del fragmento de hIDS 
entre la señal de secreción -Factor (ss) y el sitio de terminación de la transcripción (TT).  
  
Figura 26. Esquema propuesto del vector recombinante pPIC9-hIDS.   
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8. CONCLUSIONES    
Se obtuvo el ADNc de IDSh sin la secuencia que codifica para el péptido señal 
nativo.  
Se logró la clonación direccional del ADNc de la IDSh, gracias a la modificación de 
los extremos del ADNc con la adición de sitios de reconocimiento para las enzimas 
de restricción XhoI y NotI.  
Se obtuvieron clones DH5 /pPIC9-hIDS positivos.  
La construcción realizada en el presente trabajo es la primera en la que se elimina 
la secuencia que codifica para el péptido señal nativo del ADNc de la IDSh, para 
clonarla en un vector de expresión para levaduras.  
La estrategia estandarizada para la clonación de productos de PCR planteada en 
este trabajo, servirá como referencia para los próximos trabajos que se realicen 
por el Grupo de Investigación en Enfermedades Cardiovasculares y Metabólicas 
(GECAVYME) de la Universidad del Quindío.   
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9. RECOMENDACIONES    
Cuando se realizan clonaciones de ADN producto de una reacción de PCR se deben 
tener en cuenta tanto las características de los extremos en los fragmentos obtenidos de 
acuerdo a la ADN polimerasa que se utilice, como las del vector a utilizar para hacer un 
diseño metodológico adecuado.  
Realizar la transformación de la levadura Pichia pastoris con el constructo pPIC9-hIDS 
con el fin de expresar la proteína recombinante.   
Evaluar la actividad enzimática de la hIDS para adelantar estudios comparativos con las 
construcciones genéticas de trabajos anteriores.  
Ya que en trabajos anteriores realizados en E. coli y P. pastoris la enzima recombinante 
aún no cumple con los requerimientos óptimos para obtener cantidades clínicamente 
útiles, se sugiere clonar la hIDS en un vector de expresión para E. coli con el fin de 
comparar los resultados de expresión en levaduras y bacterias.   
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ANEXO 1:  
Protocolo de extracción de plásmidos (Wizard®Plus SV Minipreps de Promega)   
Preparación  
1. Precipitar las células 5 min a 10.000 g (volumen 1-10 ml de cultivo). (Max vel en 
microcentrífuga). 
2. Suspender el precipitado en 250 µL de sln de resuspensión. 
3. Agregar 250 µL de la solución de lisis e invertir 4 veces para mezclar. 
4. Agregar 10 µL de la solución de Proteasa Alcalina; invertir 4 veces para mezclar. 
Incubar 5 min a °T ambiente. 
5. Agregar 350 µL de la solución de neutralización e invertir 4 veces para mezclar.  
6. Centrifugar 10 min a 10.000 g (Max vel en microcentrífuga).   
Purificación del ADN plasmídico  
7. Insertar la columna de extensión a un tubo de microcentrífuga de 2ml. 
8. Transferir cuidadosamente el lisado del paso 5 a la minicolumna. 
9. Centrifugar a máx. vel. por 1 min. en la microcentrífuga. Descartar el filtrado y 
reinsertar la columna al tubo.   
Lavado  
10. Agregar 750 µL de la solución de lavado que contiene etanol. Centrifugar a máx. 
vel. por 1 min. Descartar el filtrado y reinsertar la columna al tubo de colección. 
11. Repetir el paso anterior con 250 µL de la solución de lavado. 
12. Centrifugar a máx. vel. por 2 min. a °T ambiente.  
Nota: reposar 10min para eliminar el exceso de etanol.   
Limpieza  
13. Transferir la columna a un nuevo tubo de microcentrífuga.   
Nota: tener cuidado en no transferir solución de lavado junto con la columna. Si la 
columna tiene solución de lavado asociada, centrifugar nuevamente por 1 min. a máx. 
vel., luego transferir la columna a un nuevo tubo de microcentrífuga.  
14. Agregar 100 µL de agua libre de nucleasa a la columna. 
15. Centrifugar a máx. vel. por 1 min. a T° ambiente. 
16. Remover y descartar la columna. Guardar el ADN a -20°C o menos. 
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ANEXO 2:  
Protocolo de purificación de bandas de ADN (GenElute Minus EtBr Spin Column de 
Sigma)  
1. Poner la columna en el tubo de microcentrífuga. 
2. Pre-lavar la columna agregando 100µL de buffer TE 1x o agua estéril. 
3. Centrifugar a máxima velocidad en la microcentrífuga durante 5-10 segundos.  
Nota: La columna no puede quedar seca (no se debe realizar el procedimiento con mucha 
anticipación ni centrifugar más de 10 segundos).  
4. Descartar la solución de lavado o transferir la columna a un nuevo tubo de 
colección. 
5. Cortar la banda de interés del gel de agarosa y agregar a la columna pre-lavada 
(cortar lo más cercano posible a la banda de ADN para eliminar el exceso de 
agarosa y obtener un ADN más concentrado), el gel puede ser fragmentado para 
mejorar la purificación. 
6. Centrifugar la columna a máxima velocidad durante 10 minutos. El ADN purificado 
queda en el tubo de colección listo para usar o ser guardado a -20°C.  
